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摘要 : Bac-to-Bac 昆虫 杆 状 病毒 表达 系统 是 一 种 高 效 真 核 表达 系统 。 采 用 
酯 酶 1 ( AChE1 ) 表达 质粒 ， 应 用 该 系统 在 昆虫 Sf9 细胞 系 中 成 功 表达 了 棉 蚜 的 AChE1。 表 达 的 AChE 以 可 溶性 
形式 释放 于 细胞 培养 液 中 ， 对 其 自然 底 物 类 似 物 ATChI 的 K, 值 为 (144.5+28.6) um; 对 抗 蚜 威 、 唑 蚜 威 、 氧 
化 乐 果 和 灭 赐 松 等 4 种 杀 虫 剂 的 敏感 性 指数 ( K; 值 ) 分 别 为 513、1 883、5 和 23 ( mM:min )-1， 与 文献 报道 的 
组 病毒 感染 后 第 2 ~ 3 天 所 得 产物 的 活性 最 高 ; 该 产物 在 - 20 CC 保存 90 d 后 





















































测定 结果 基本 一 致 。 昆 虫 细胞 被 



































组 DNA 技术 构建 棉 蚜 乙酰 胆 碱 
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活性 没有 明显 下 降 ，4 % 保 存 60 d 后 下 降 40%， 室 温 (22 % ) 保存 7 d 后 即 下 降 70%。 
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Abstract: Using the Bac-to-Bac baculovirus expression system, the acetylcholinesterase 1 gene (acel) of Aphis 
&ossypii was successfully expressed in Sf9 cells. The enzyme was secreted into the cell culture medium and tested. The 
affinity (天 mw) of the expressed AChE1 for the substrate analog ATChI was 144.5 +28.6 uM. The sensitivity index (indi- 
cated by Ki value) of expressed AChE1l to 2 carbamate insecticides (pirimicarb and triazamate) and 2 organophosphate in- 
secticides (omethoate and demeton-S-methyl) were 513, 1 883, 5 and 23 (mM'min) -1 
ment with previously reported values obtained with the natural enzyme. The expressed enzyme showed highest activity when 


, respectively, which is in agree- 


harvested at 2 -3 d after infection of the insect cells . The expressed AChE1 was very stable without obvious loss in enzyme 
activity after 90 d when stored at — 20 °C, although 70% of the enzyme activity was lost after 7 d when stored at room 


temperature . 


Key words: Bac-to-Bac baculovirus expression system; Aphis gossypii; Acetylcholenesterase; Sf9 cell strain 


Bac-to-Bac 昆虫 杆 状 病毒 表达 系统 是 一 种 快速 、 
高 效 真 核 表 达 系 统 ( Anderson et al，1996; Invitro- 
gen Life Technologies，2002 )。 该 系统 利用 转 座 子 
Tn7 的 位 点 特异 性 ， 大 大 简化 并 加 快 了 重组 病毒 的 
过 程 ; 使 用 杆 状 病毒 结构 基因 中 多 角 体 蛋白 的 强 启 
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动 子 ， 可 使 真 核 目 的 基因 得 到 高 效 表 达 ; 具有 对 表 
达 产 物 进行 正常 的 翻译 后 加 工 和 糖 基 化 修饰 等 功 
能 ， 因 此 ， 广泛 用 于 外 源 基 因 的 表达 。 
乙酰 胆 碱 酯 酶 〈Acetylcholionesterase，AChE ) 
是 神经 突 触 传导 中 的 关键 酶 ， 起 水 解 神经 递 质 乙 酰 
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胆 碱 和 维持 突 触 正 常生 理 功能 的 作用 。 在 昆虫 中 ， 
AChE 是 有 机 磷 和 氨基 甲酸 酷 两 类 杀 虫 剂 的 主要 作 
用 靶 标 ， 杀 虫 剂 通过 与 AChE 结合 ， 使 酶 活性 中 心 
的 丝氨酸 羟基 发 生 不 可 逆 的 磷 酰 化 或 氮 基 甲 酰 化 ， 
从 而 抑制 酶 对 乙酰 胆 碱 的 水 解 活性 ， 阻 断 了 神经 正 
常 的 去 极 化 作用 ( Eldefrawi，1985 )。 由 AChE 变 构 
( substitution ) 而 引起 的 对 有 关 杀 虫 剂 的 不 敏感 性 是 
昆虫 抗 药性 的 一 个 重要 机 制 ， 迄 今 已 从 多 种 昆虫， 
如 家 晶 〈 Devonshire & Moores，1984 )、 烟 粉 乔 
(Byrne & Devonshire，1997)、 蚊 子 ( Weill et al， 
2002 ) 及 棉 蚜 ( Moores et al，1996; Andrews et al， 
2004 ) 和 桃 蚜 ( Moores et al，1994; Nabeshima et 
al，2003 ) 等 发 现 了 不 敏感 的 AChE， 并 且 这 些 不 
敏感 的 AChE 在 一 级 序列 上 存在 一 个 或 多 个 “ 保 


















































切 位 点 序列 Sal ] 和 Xba [( 方 框 内 ), 以 便 酶 切 后 与 
地 异性 载体 含 相同 的 酶 切 位 点 进行 连接 。Agl -1 
(上 游 引物 1 ): 5'-CTGTATTTAATAATGGACCAGTG- 
3', Agl - 2( 下 游 引物 1 ): 5'-GAATCAAAAC- 
GAAATTTATAACATCA-3' ,Agl - 3( 上 游 引物 2 ):5'- 
CTA |GTCGAC| CATGGACCAGTGGTTATTATGG-3’, 
Agl -水 下 游 引物 2 ):5'-GAG ITCTAGA| CGAAATT- 
TATAACATCAAAACGGC-3'。 

所 用 载体 为 Bac-to-Bac 昆虫 杆 状 病毒 表达 系统 
的 特异 性 质粒 pFastBac™M1。 它 带 有 来 自 于 昆虫 病 
毒 的 多 角 体 强 启动 子 ， 可 使 目的 基因 在 昆虫 细胞 中 
高 效 表达 ， 两 边 各 有 一 个 Tn7 臂 ， 同 时 含有 一 个 庆 
大 霉 素 抗 性 基因 和 一 个 SV40 polyA 信号 序列 ， 共 
同 构成 Tn7 区 域 。 将 载体 和 扩 增 的 棉 蚜 ucel cDNA 
































守 ” 的 突变 位 点 ， 因 而 推测 正 是 这 些 位 点 的 突变 导 
致 了 AChE 对 杀 虫 剂 的 不 敏感 。 如 对 棉 蚜 的 研究 
(Li & Han，2004; Andrews et a]，2004 ) 表明 ， 棉 
蚜 AChE1 中 的 两 处 氨基 酸 突变 与 其 对 有 机 磷 和 和 毛 
基 甲 酸 酯 两 类 杀 虫 剂 的 抗 性 紧密 相关 。 其 中 ， 
S431F 突变 品系 对 抗 蚜 威 表现 较 高 的 抗 性 ; 而 
S431F 和 A302S 并 存 的 突变 品系 除 对 抗 蚜 威 表现 高 
度 抗 性 外 ， 还 对 多 种 其 他 有 机 磷 和 氨基 甲酸 酯 杀 虫 
剂 具 有 抗 性 。 

然而 ， 目 前 报道 的 AChE 抗 药性 突变 ， 绝 大 多 





























产物 分 别 酶 切 后 进行 连接 ， 然 后 按 常 规 方法 转化 细 
菌 、 挑 取 克 隆 、 摇 菌 培养 、 质 粒 提 取 和 琉 脂 糖 电泳 
初步 检测 。 对 经 电泳 检测 初步 确定 的 质粒 进一步 测 
序 ， 以 确认 正确 的 acel 以 正确 的 方向 插入 pFast- 
Bac™1。 

1.1.2 棉 蚜 ucel 重组 杆 状 病毒 的 构建 ”所 用 Bac- 
to-Bac 杆 状 病毒 表达 系统 的 各 种 试剂 均 购 自 Invitro- 
gen 公司 。 按 照 公 司 的 操作 指南 ( Invitrogen， 
2002 )， 经 测序 检验 的 pFastBac™1 重组 质粒 进一步 
转化 Bac-to-Bac 系统 专用 的 DH10Bac™ 细 菌 菌 株 。 














数 都 是 根据 抗 药 性 相关 性 以 及 突变 氨基 酸 的 位 置 推 
测 的 ， 要 证 实 昆 虫 AChE 这 些 “ 保 守 ” 的 突变 位 点 
与 抗 药 性 间 的 关系 ， 则 需要 进行 功能 表达 研究 才能 
提供 直接 证 据 。 目 前 已 在 多 种 昆虫 中 发 现 两 个 
AChE 基因 ( ucel 和 uce2 )， 但 对 于 这 两 个 基因 的 
功能 差异 尚 不 清楚 。 另 外 ， 体 外 表达 可 以 提供 大 量 
一 致 的 AChE， 也 有 助 于 弄 清 两 个 不 同 基因 在 昆虫 











该 菌株 带 有 一 个 病毒 穿梭 质粒 ( bacmid )， 主 要 包 
括 一 个 Tn7 的 转 座 目标 位 点 和 一 个 辅助 质粒 。 转 化 
反应 时 ，pFastBac™M1 进入 细菌 ， 它 携带 的 Tn7 的 
转 座 因 子 通 过 与 DH10Bac™M 的 靶 位 点 发 生 转 座 反 应 
(需要 辅助 质粒 产生 的 转 座 蛋 白 的 参与 )， 将 目标 序 
列 插入 到 病毒 基因 组 中 。 

对 转化 的 DH10Bac™ 细 菌 进 行 蓝 白斑 选择 ， 白 














体内 的 作用 ， 这 对 于 建立 AChE 靶 标 杀 虫 剂 的 高 通 
量 筛 选 技术 ， 也 是 必要 的 。 为 此 ， 我 们 利用 棉 和 最 
AChE1l 基因 ( ucel )， 对 AChE 在 昆虫 杆 状 病毒 表 
达 系 统 中 的 表达 进行 了 研究 。 


1 材料 和 方法 


1.1 棉 蚜 ace1 的 扩 增 、 质 粒 连接 、 转 化 及 克隆 鉴定 
1.1.1 棉 蚜 ucel cDNA 的 扩 增 和 克隆 ”根据 已 报 
道 的 棉 蚜 ace1 的 基因 序列 Li & Han,2002 ), 合 成 两 
对 特异 引物 ( Agl - 1、.Agl -2 和 Agl - 3、Agl -4)， 
利用 划 式 PCR 技术 ,使 用 高 保 真 聚合 酶 进行 ucel 序 
列 的 扩 增 。 其 中 ,后 一 对 引物 分 别 带 有 一 个 专 一 酶 

















斑 经 扩大 培养 后 提取 重组 病毒 DNA ( Bacmid 
DNA )。 以 0.5% 的 琼脂 糖 电泳 初步 鉴定 ， 再 以 来 自 
于 病毒 DNA 的 M13 ( - 40) 序列 (5’-GTTTTC- 
CCAGTCACGAC-3' ) 作为 上 游 引 物 ， 以 来 自 于 棉 蚜 
acel 的 特异 性 序列 ( 5'-ACGTTTTCTTCCGATACGA- 
3' ) 作为 下 游 引物 ， 对 小 量 制备 的 重组 病毒 DNA 
进行 PCR 扩 增 。 对 PCR 产物 进行 电泳 检测 ， 如 能 
得 到 目标 条 带 则 证 明 重 组 病毒 构建 成 功 。 

1.2 昆虫 Sf9 细胞 的 转 染 及 鉴定 

1.2.1 昆虫 Sf9 细胞 的 培养 昆虫 细胞 系 为 Sf9， 
所 用 两 种 培养 液 分 别 为 Sf - 900 [和 HyQSFX-IN- 
SECT。 培 养 液 内 不 含 FBS， 使 用 前 每 毫升 培养 液 添 












































1 期 牙 双 林 等 :利用 Bac-to-Bac 系统 表达 棉 蚜 的 乙酰 胆 碱 酯 栈 77 
加 100 单位 的 青霉素 和 100 yg 的 链 霉 素 。 使 用 25 药 。 
mL 的 细胞 培养 瓶 ， 培 养 温度 为 27~ 27.5 %。 1.4.2 ” 双 分 子 速率 常数 (后 ) 的 测定 ”参考 


1.2.2 昆虫 Sf9 细胞 的 转 梁 及 病毒 粒子 的 扩 增 
按照 公司 的 实验 指南 ， 采用 脂 质 体 ( CellFECTIN 
Reagent ) 包 理 含有 明 的 基因 重组 转移 载体 的 线 状 
病毒 DNA 的 方法 ， 转 染 昆 虫 细 胞 。 光 镜 下 每 日 观 
察 细 胞 形态 的 变化 ，4 ~ 5 d 后 收取 培养 液 ，500 g 
离心 5 min 所 得 上 清 即 为 第 一 代 病 毒液 (P1 )。P1 
中 所 含 病毒 粒子 的 浓度 可 能 较 低 ， 被 感染 昆虫 细胞 
的 数量 也 较 少 ， 导 致 酶 的 表达 量 较 低 。 因 此 ， 取 
P1 感染 新 的 昆虫 细胞 得 到 P2， 由 P2 再 得 到 P3， 
这 样 使 病毒 粒子 的 浓度 迅速 增加 。 
1.2.3 昆虫 Sf9 细胞 转 梁 重组 病毒 后 ucel 的 PCR 
鉴定 ”收集 P3 病毒 液 (含有 重组 病毒 )， 加 0.1% 
SDS 煮沸 5 ~ 10 min 作为 模板 ， 以 来 自 于 棉 蚜 uce1l 
的 特异 序列 5'-CCAATAGGTGATCTTAGGTT-3' 和 5"- 
TIAAGTTGTCCAATAGCTTTAA-3' 分 别 作为 上 游 和 
下 游 引 物 进行 PCR 扩 增 ，1.0% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 
检测 。 
1.2.4 酶 液 的 制备 ”一 般 在 P3 ~ P4 时 收取 培养 后 
2~3 d 的 细胞 培养 液 ，500 g 离心 5 min 得 到 上 清 
液 作 为 酶 液 ，- 20 保存 用 于 酶 的 相关 分 析 。 
1.3 棉 蚜 ace1 表达 产物 的 生化 测定 
1.3.1 乙酰 胆 碱 酯 酶 活力 测定 ”参照 Han et al 
(1998 ) 方法 。25 % 条 件 下 , 在 96 孔 酶 标 板 加 样 
孔 中 依次 加 入 30 ylL 酶 液 、100 pL DTNB 溶液 (75 
Lmol/L) 和 100 yL ATCHI 溶液 (1.5 mmol/L),， 混 
名 后 即 开始 测定 。 每 30 s 读 取 一 次 光 密 度 值 ( 吸收 
峰 405 nm )， 共 读 取 40 个 值 。 重 复 3 次 。ATChI 和 
DTNB 溶液 均 以 0.02 mol/L、pH 7.0 的 磷酸 缓冲 液 
配制 。 
1.3.2 乙酰 胆 碱 酯 酶 K, 的 测定 ”参照 Han et al 
( 1998 ) 方法 。 配 制 8 个 不 同 浓度 (9~ 1 400 mmol/ 
L) 的 底 物 ATChI 溶液 ， 按 照 上 述 方法 测定 酶 活 。 
以 双 倒 数 法 求 K, 值 。 
1.3.3 酶 液 中 蛋白 总 量 的 测定 ”参照 Bradford 
(1976 ) 方法 ， 用 考 马 斯 亮 蓝 染色 ， 以 牛 血 清白 蛋 
白 ( BSA ) 为 标准 蛋白 。 
1.4 表达 产物 棉 蚜 AChE1 对 不 同 杀 虫 剂 敏感 性 的 
测定 
1.4.1 杀 虫 剂 及 其 来 源 ”选用 代表 性 杀 虫 剂 4 种 ， 
其 中 抗 蚜 威 和 唑 蚜 威 为 氨基 甲酸 酯 类 ， 氧 化 乐 果 和 
灭 赐 松 为 有 机 磷 类 。 所 有 药剂 购 自 Sigma 公司 的 原 































































































Moores et al ( 1996 ) 的 方法 ， 在 96 孔 酶 标 板 加 样 
孔 中 先 加 入 30 pL 酶 液 ， 再 加 入 50 pL 不 同 浓度 (8 
~ 10 个 ) 的 杀 虫 剂 ， 混 匀 后 25 %C 静 置 10 min， 然 
后 依次 加 入 100 JL DTNB 溶液 (75 uM ) 和 100 pL 
ATChI 溶液 (1.5 mM )， 混 匀 后 即 开始 测定 各 孔 中 
的 剩余 酶 活力 ， 计 算 T50， 参照 I50 设 定 杀 虫 剂 浓度 
进一步 测定 K; 值 。 测 定 K; 值 时 ， 首 先 在 加 样 孔 中 
加 入 30 pL 酶 液 ， 再 加 入 50 pL 杀 虫 剂 (浓度 上 略 大 
于 1I50),， 不 同时 间 (0、1、2、4、6、8、10、12 
min ) 后 加 入 DTNB 溶液 (75 jyM ) 和 ATChI 溶液 
(1.5 mM ) 各 100 ulL， 混 匀 后 测定 各 和 孔 中 的 剩余 酶 
活力 。 各 处 理 均 重复 3 ~ 4 次 。K; 的 计算 方法 为 ， 
以 剩余 酶 活 的 百分率 对 数 (log 已 ， 忆 为 剩余 酶 活 
的 百分率 ) 为 纵 坐 标 ， 以 抑制 剂 浓度 (mM ) 与 作 
用 时 间 ( min ) 的 乘积 为 横 坐 标 ， 求 得 线性 回归 方 
程 ， 则 Ki; = 斜率 x 2.303。ATChl 和 DTNB 溶液 均 
以 0.02 M、pH 7.0 的 磷酸 缓冲 液 配制 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 重组 病毒 DNA 的 电泳 及 PCR 鉴定 结果 

对 3 个 小 量 制备 的 重组 病毒 DNA 样品 直接 进 
行 电 泳 ， 结 果 均 符合 重组 Bacmid DNA 的 图 谱 特 征 
(图 1A )， 图 中 箭头 所 指 条 带 为 插入 pFastBac™™1 
组 载体 后 的 病毒 DNA。 以 来 自 于 病毒 DNA 的 M13 
( -40) 序列 作为 上 游 引物 ， 以 来 自 于 棉 蚜 acel 的 
寺 异 性 序列 作为 下 游 引 物 ， 对 小 量 制备 的 重组 病毒 
DNA 进一步 进行 PCR 扩 增 ， 结 果 得 到 预期 大 小 
〈 约 2 100 bp ) 的 扩 增 片段 (图 1B )， 进 一 步 表 明 
组 病毒 中 成 功 插 入 了 棉 蚜 gce1。 
2.2 重组 病毒 感染 昆虫 Sf9 细胞 后 的 PCR 鉴定 结 

果 

以 棉 蚜 ucel 的 特异 性 序列 作 引 物 ， 以 P3 病毒 
感染 液 为 模板 进行 PCR 扩 增 , 产物 经 电泳 检测 ， 
得 到 预期 970 bp 的 目标 条 带 (图 2 )。 经 进一步 测 
序 证 实 为 ucel 序列 片段 。 
2.3 表达 产物 棉 蚜 AChE1 的 酶 学 特性 

酶 动力 学 测定 ( 表 1 ) 表明 ， 表 达 产 物 表现 出 
很 高 的 AChE 酶 活性 ( V, )， 而 对 照 (未 经 重组 病 
毒 感染 的 细胞 的 培养 液 ) 基本 没有 活性 ,说明 活性 
AChE1 在 昆虫 细胞 中 得 以 成 功 表 达 ; 但 由 于 棉 蚜 粗 
提 液 中 AChE 占 总 蛋白 的 比例 可 能 与 细胞 培养 上 清 
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图 1 重组 杆 状 病毒 DNA 的 琼脂 糖 电泳 图 谱 (A) 和 图 2 重组 病毒 感染 后 昆虫 Sf9 细胞 培养 液 中 acel 的 
特异 性 引物 对 重组 Bacmid DNA 进行 PCR 扩 增 PCR 电泳 图 谱 
产物 的 琼脂 糖 电 泳 图 谱 ( B ) Fig. 2 Agrose gel electrophoretic analysis of PCR product 
Fig. 1 Agrose gel electrophoretic analysis of the recomb- for acel fragment using the culture medium after 


ined Bacmid DNA ( A ) and PCR product of the re- 

combined Bacmid DNA with specific primers (B ) 
箭头 所 指 条 带 为 重组 病毒 DNA( A ) 和 预期 目标 片段 (B ) 
[ The arrow indicated the band of recombined Bacmid DNA (A ) and 
the band of expected PCR fragment(B ) J。 


























液 中 的 不 同 ， 两 者 间 的 Vi, 值 差 异 仅 作 参考 。 酶 与 
底 物 亲和力 测定 结果 显示 ， 表 达 产 物 的 K, 为 
(144.5+ 28.6 ) mM， 明 显 高 于 敏感 虫 体 AChE 粗 
提 物 的 KE， 其 原因 可 能 是 蚜虫 提取 物 中 还 有 
AChE2、 酯 酶 和 其 他 干扰 组 分 ， 导 致 K。 值 偏 低 。 
2.4 表达 产物 对 几 种 杀 虫 剂 的 敏感 性 

AChE 是 有 机 磷 和 氨基 甲酸 酯 两 类 杀 虫 剂 的 主 








the Sf9 cells infected with the recombined virus 
箭头 所 指 条 带 为 预期 ucel 片段 (The arrow indicted the expected 
band of acel fragment )。 





要 作用 靶 标 。 几 种 有 机 磷 和 氨基 甲酸 酯 杀 虫 剂 对 表 
达 产 物 K; 的 测定 结果 〈 表 2 ) 表明 ， 棉 蚜 AChE1 
对 这 些 杀 虫 剂 的 敏感 性 存在 很 大 差异 ， 以 对 氧化 乐 
果 的 敏感 性 最 低 ， 对 唑 蚜 威 的 敏感 性 最 高 ; 若 以 氧 
化 乐 果 的 敏感 性 为 1 计算 ， 则 灭 赐 松 、 抗 蚜 威 和 唑 
蚜 威 的 敏感 性 倍数 分 别 为 5、113 和 415 倍 。 


表 1 表达 产物 棉 蚜 AChE1 的 Ku 和 Vs 
Tab. 1 Khand Vn of AChE1 obtained from the expression system and the cotton aphids 





K, (pM) Vs, [mOD (min*ug)-!] 
表达 ACh El Expressed AChE1 144.5+28.6 88.6+5.5 
虫 体 AChE 粗 提 物 Crude AChE preparation from cotton aphids 43.0+5.8 26.7+0.9 
未 感染 细胞 的 培养 液 Uninfected cell culture medium = 0.9+0.2 





表 2 表达 AChE1 对 四 种 杀 虫 剂 的 敏感 性 指数 ( Ki ) 和 相对 敏感 倍数 ( IF ) 


Tab. 2 Sensitivity index ( Ki ) and the relative insensitivity ratios ( IF ) of expressed AChE1 to different carbamate or 


organophosphate inhibitors 





抗 蚜 威 唑 蚜 威 氧化 乐 果 灭 赐 松 
Pirimicarb Triazamate Omethoate Demeton-S-methyl 
Ki 值 Ki value [ (mM*min )-!] 512.92 + 53.06 1 883.44+46.41 4.54+0.37 23.24+0.75 
相对 敏感 倍数 〈 倍 ) Relative insensitivity ratio (fold ) 112.98 414.85 1 5.12 
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2.5 两 种 细胞 培养 液 和 细胞 感染 后 不 同时 间 所 得 

表达 产物 的 酶 活性 

对 昆虫 细胞 被 感染 后 不 同时 间 所 得 上 清 液 的 测 
定 结果 ( 图 3 ) 素 明 ,AChE1 的 活性 在 第 1 天 ( 24 h ) 很 
低 , 第 2 天 大 幅度 增加 ,至 第 3 天 达到 高 峰 , 此 后 由 
于 昆虫 细胞 老化 和 破裂 而 释放 出 一 些 蛋 白 酶 ,从 而 
使 活性 逐渐 降低 。 两 种 细胞 培养 液 相 比 较 , Sf-900 J[ 
所 得 表达 产物 的 活性 除 在 第 2 天 较 HyQSFX-INSECT 
的 明显 为 低 外 ,第 3 ~ 6 天 均 较 后 者 高 ,但 在 高 峰 期 
的 第 3 天 并 未 有 显著 差异 。 
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图 3 两 种 细胞 培养 液 ( H: HyQSFX-INSECT; S: Sf- 
900 卫 ) 在 细胞 被 感染 后 不 同时 间 所 得 AChE1 
的 活性 
g.3 Enzyme activities of the expressed AChE1 using 
Sf-900[[ (S)and HyQSFX-INSECT (H ) cell 
culture medium at different days after the infec- 
tion of the Sf9 cells 
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本 研究 通过 重组 DNA 技术 构建 棉 蚜 AChE1 表 
达 质 粒 ， 利 用 Bac-to-Bac 昆虫 杆 状 病毒 表达 系统 ， 
在 昆虫 Sf9 细胞 系 中 成 功 表 达 了 棉 蚜 的 AChE1。 用 
该 方法 表达 的 AChE 以 可 溶性 形式 释放 于 昆虫 细胞 
培养 液 中 ， 因 其 不 含 其 他 的 酯 酶 ， 因 此 ， 收 集 细 胞 
培养 液 通 过 简单 的 离心 后 ， 即 可 作为 酶 源 进行 相关 
的 生化 和 药理 学 研究 。 我 们 以 此 酶 液 测定 了 两 种 氨 
基 甲 酸 酯 类 和 两 种 有 机 磷 杀 虫 剂 的 相对 敏感 性 ， 表 
明 棉 蚜 AChE1 对 有 机 磷 杀 虫 剂 唑 蚜 威 的 敏感 性 最 
高 ， 而 对 氧化 乐 果 的 敏感 性 最 低 ， 两 者 相差 约 400 
信 。 这 一 结果 与 棉 蚜 活体 和 棉 蚜 AChE 纯化 酶 液 对 
这 些 药剂 的 敏感 性 测定 结果 ( Morres，1996 ) 的 趋 
势 基本 一 致 。 



























































2.6 不 同 存放 温度 下 表达 产物 AChE1 活性 随时 间 

的 变化 

取 细 胞 感染 后 第 3 天 的 培养 上 清 液 ， 在 不 同 存 
放 温 度 下 保存 ， 定 期 取样 测定 酶 活性 的 变化 (图 
4)。 在 -20 保存 条 件 下 ，40 d 后 活性 未 降低 ， 
90 d 后 有 所 降低 ,活性 仍 有 80% 以 上 ; 4 条 件 
下 ,2 周 以 内 活性 没有 下 降 ，20 ~ 40 d 有 所 降低 ， 
60 d 后 明显 降低 ，90 d 后 活性 已 降 到 50% 以 下 ; 室 
温 (22 % ) 下 ， 酶 活性 很 快 形 失 ， 第 7 天 已 不 足 





























30% ，90 d 后 仅 剩 5% 。 
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图 4 不 同 存放 温度 下 表达 产物 AChE1 活性 随时 间 








的 变化 
Fig. 4 Enzyme activities of the expressed AChE1 stored 
for different time at different temperatures 


该 方法 所 得 表达 产物 在 - 20 % 保 存 非 常 稳定 ， 
100 d 后 活性 没有 明显 下 降 ， 因 此 ， 可 大 量 制备 分 
装 后 ， 置 于 - 20 长 期 使 用 。 表 达 产 物 在 室温 
(22 % ) 条 件 下 极为 不 稳定 ， 其 活性 一 周 后 即 损失 
大 半 ,， 因 此 ， 表 达 产 物 收取 后 宜 马 上 置 于 - 20 %C 
保存 。 此 外 ,我 们 的 研究 表明 ， 昆 虫 细胞 被 感染 第 
3 天 时 活性 达 最 高 ， 此 后 ， 由 于 细胞 的 老化 和 破裂 
使 多 种 杂质 酶 进入 细胞 培养 液 中 ,不 但 分 解 表达 的 
目标 产物 ， 同 时 也 给 表达 蛋白 的 进一步 纯化 带 来 麻 
烦 。 因 此 ， 我 们 一 般 在 细胞 感染 后 2 ~ 3 d 收取 培 
养 液 ， 保 存 备用 。 

该 方法 的 成 功 建立 ， 为 进一步 证 实 棉 蚜 AChE 
抗 药性 功能 突变 位 点 、 研 究 两 种 AChE 基因 的 功能 
差异 ， 以 及 建立 AChE 靶 标 杀 虫 剂 的 高 通 量 筛 选 技 
术 ， 况 定 了 良好 的 工作 基础 。 
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